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摘要 ”从 培养 在 液体 培养 基 中 的 香菇 、 美 味 侧耳 和 平 菇 的 单 核 菌 丝 用 酶 法 分 离 了 原生 质 体 。 
施加 0.5MHz、500PV /cm 的 正弦 波 和 501s、6000PV /em 方形 脉冲 的 电场 诱导 下 使 其 电 融 
合 。 电 融合 后 的 融合 子 和 原生 质 体 在 固体 培养 基 上 植 板 培养 成 菌落 。 在 显微镜 下 检查 融合 子 
菌株 菌 丝 的 锁 状 联合 选 出 从 融合 子 长 成 的 菌株 。 香 菇 和 美味 侧耳 的 融合 菌株 产生 频率 为 
61.53%， 香 薄 和 平 菇 的 融合 菌株 产生 频率 为 32.58%。 根 据 融合 菌株 与 亲本 的 持 抗 作用 和 他 
们 的 过 氧化 物 同 工 酶 和 酯 酶 同 工 酶 的 电泳 酶 谱 与 其 亲本 酶 谱 的 不 同 ， 证 实 这 些 融 合 菌株 是 从 
融合 的 异 核 体 生长 成 的 。 同 时 讨论 了 电 融 合 方法 和 结果 。 
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Abstract The protoplasts isolated enzymically from monokaryotic mycelia of Lentinus 
edodes, Pleurotus sapidus and Pleurotus ostreatus cultured in liquid medium were electrofused 
by means of supplying electric field of sine wave 0.5MHz, 500PV / cm and square pulse 50us, 
6000PV / cm. The colonies grew up from the fusants or protoplasts plated on solid medium af 
ter electrofusion. The strains from fusants were selected by discovering clamp connection of 
fusant mycelia under a microscope. Frequence of regenerating strain from fusant was 61.53% 
between Lentinus edodes and Pleurotus sapidus, 32.58% between Lentinus edodes and Pleurotus 
osireatus. It Was demonstrated that fusant strains grew from the heterkaryon according to an- 
tagonistic action of fusant strains and parents and difference of their electrophoretogram of 
esterase and peroxidase isoenzyme from those of their parents. While the electrofusion method 
and results were discussed. 
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细胞 融合 是 近代 新 发 展 起 来 的 一 项 细胞 工程 技术 ， 它 可 能 作为 一 项 新 的 育种 技术 而 
受到 重视 ， 国 内 外 越 来 越 多 的 科学 工作 者 都 正在 进行 着 这 项 研究 。 食 用 菌 原生 质 体 融合 
研究 开展 较 晚 ， 但 进展 较 快 “1 。 

自 70 年 代用 PEG 诱导 植物 原生 质 体 融合 “成功 后 ， 植 物 原生 质 体 融 合 技术 得 
到 较 快 的 发 展 。PEG 融合 法 也 已 被 用 于 香菇 “5 、 平 菇 “2 、 木 耳 ”等 多 种 食用 菌 原 
生 质 体 的 融合 ， 取 得 了 一 定 成 绩 。PEG 融合 法 虽然 是 较 成 功 的 技术 ， 但 也 存在 PEG 对 
原生 质 体 毒性 大 、 诱 导 细 胞 融合 的 频率 低 ， 融 合 操作 烦琐 等 问题 。 

最 近 发 展 起 来 的 细胞 电 融 合 是 一 种 新 的 细胞 融合 技术 “ ，Zimmermann 等 人 在 细 
胞 电 融合 方面 进行 了 很 多 研究 工作 ， 作 者 为 了 研究 电 融 合 应 用 于 食用 菌 原生 质 体 的 可 行 
性 ， 为 实际 应 用 提供 实验 依据 ， 参 照 Zimmermann 等 “2 的 电 融 合 基本 原理 进行 了 香菇 
和 侧耳 属 间 原 生 质 体 电 融 合 的 研究 。 


材料 和 方法 

1. 菌 种 

(1) 579 是 香菇 单 核 菌株 。 本 实验 室 从 香菇 (Lentinus edodes(Berk.) Singer ) 7405 菌株 的 原生 质 
体 克 隆 中 选 出 了 结 菇 较 多 的 57 号 菌株 。 再 从 57 号 的 担 孢 子 原生 质 体 经 紫外线 诱 变 选 出 的 生长 较 快 的 
一 个 单 核 菌株 。 

(2) CD 是 美味 侧耳 (Pleurotus sapidus (Schulz.) Sacc.) 的 单 核 菌株 。 从 昆明 采集 野生 子 实体 组 
织 分 离 得 纯 菌 种 (Cg) 经 栽培 产生 子 实体 收集 担 孢 子 培养 分 离 的 单 核 菌 株 。 

(3) PD 是 平 莫 (Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Quel) 的 单 核 菌株 。 从 上 海 2 号 平 菇 的 担 孢 子 培 
养分 离 而 获得 。 

以 上 菌株 的 菌 丝 都 经 过 多 次 显微镜 检查 ， 确 系 无 锁 状 联合 的 单 核 菌株 。 

2. 培养 基 及 各 种 溶液 的 配制 

马铃薯 综合 培养 基 Ms 按 已 报道 “" 的 配方 配制 ， 用 以 培养 菌 丝 体 。 菌 丝 洗涤 液 为 0.6mol /1 
M8SO4' 7H2O 及 3mmol /1 吗啡 啉 乙 烷 磷酸。 分离 原生 质 体 的 酶 液 按 已 报道 ”的 2 号 酶 液 的 组 份 

配制 ， 经 过 滤 灭 菌 存 于 0C 下 备用 。 电 融合 时 用 的 电 激 液 为 0.3mol /1 甘露 醇 、0.3mol /1 山梨 醇 及 

0.1m mol /1 CaCl, * 2H,O 组 成 。 原 生 质 体 培养 基 为 Mi 的 成 分 加 入 0.3mol /1 甘露 醇 及 0.3mol /1 山 
梨 醇 ， 固 体 培 养 基 再 加 入 0.5% 的 琼脂 粉 。 

3. 原生 质 体 的 分 离 

将 在 M; 培养 液 中 培养 4 一 7 天 的 幼 嫩 菌 丝 剪 下 用 菌 丝 洗涤 液 洗 净 ， 用 灭 菌 的 滤纸 吸 干 称 重 后 ， 浸 
泡 在 酶 液 中 ， 静 置 30C 下 酶 解 4 小时， 中 间 轻 轻 摇 动 1 一 2 次 。 已 酶 解 的 含有 原生 质 体 的 酶 液 通过 G， 
砂 心 漏斗 过 滤 ， 除 去 未 被 酶 解 的 菌 丝 。 滤 液 在 2000 转 /分 的 速度 下 离心 5 分 钟 收集 原生 质 体 ， 用 原 
生 质 体 洗 涤 液 再 悬浮 ， 再 离心 洗 去 酶 液 。 加 入 电 激 液 ， 调 整 原生 质 体 的 密度 至 104/ ml 个 原生 质 体 以 
备 融合 用 。 

4. 电 融 合 及 融合 菌株 的 筛选 

所 使 用 的 DR-- 荆 型 多 功能 细胞 电 融 合 仪 为 清华 大 学 生物 科学 与 工程 技术 系 等 单位 研制 。 平 行 电 
极 的 电 融 合 小 室 为 本 实验 室 自制 。 

将 已 制备 好 的 原生 质 体 悬 浮 液 各 吸取 0.5ml 在 试管 中 混合 均匀 后 ， 再 用 滴 管 吸取 0.2ml 滴 人 电 融 
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合 小 室内 的 平行 电极 间 ， 接 通电 极 于 细胞 融合 仪 的 输出 接头 上 。 先 施加 适当 的 正弦 波 电场 使 原生 质 体 
极 化 而 产生 电介质 电泳 移动 ， 进 而 形成 串珠 。 继 而 施加 方形 波 脉冲 的 强 电 场 ， 使 原生 质 体 的 膜 发 生 可 
逆 性 的 击 穿 而 发 生 融 合 。 施 加 电场 后 原生 质 体 的 移动 、 珠 串 、 融 合 的 变化 情况 都 可 以 在 显微镜 下 观 
察 ， 从 而 选 定 较 合适 的 各 种 电 人 参数， 

电 融 合 操作 完成 后 ， 用 滴 管 将 原生 质 体 悬浮 液 从 电 融 合 小 室 吸取 转移 到 固体 培养 基 上 植 板 培养 。 
培养 10 天 后 ， 把 已 长 成 肉眼 可 见 的 单个 菌落 分 离 培养 成 菌株 ， 留 待 筛选 融合 的 菌株 . 

融合 菌株 的 选 出 ， 电 融合 处 理 后 的 原生 质 体 晤 浮 液 中 有 已 融合 的 融合 子 及 未 融合 的 原生 质 体 ， 随 
后 都 可 能 被 培养 成 菌株 。 如 来 源 于 未 融合 的 单 核 原生 质 体 的 菌株 则 菌 丝 没有 锁 状 联合 ， 只 有 来 源 于 融 
合子 的 双核 菌 丝 会 发 生 锁 状 联合 。 在 显微镜 下 检查 各 株 的 菌 丝 ， 选 取 有 锁 状 联合 的 菌株 算是 由 融合 子 
长 成 的 菌株 ， 留 待 作 进 一 步 的 测试 。 

融合 菌株 产生 频率 F=Nf/ (NfHNP) x 100%，Nf 为 菌 丝 具有 锁 状 联合 的 菌株 数 ，NPp 为 菌 丝 
没有 锁 状 联合 的 菌株 数 。 

5. 融合 菌株 和 亲本 的 持 抗 试验 

把 融合 菌株 接种 于 培养 四 内 马铃薯 综合 培养 基 的 中 央 ， 亲 本 菌株 接种 在 它 的 周围 15 天 后 观察 它 
们 之 间 持 抗 反应 的 情况 。 

6. 同 工 酶 谱 的 测定 

将 已 选 出 的 融合 菌株 和 亲本 菌株 在 同样 条 件 下 液体 培养 14 天 ， 取 出 菌 丝 用 pH6.8，0.2mol /1 的 
Tris~HCI 缓冲 液 浸 泡 ， 冰 冻 24 小 时 ， 研 磨 提取 水 溶性 酶 类 。 经 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 垂直 板 电 泳 作 脂 酶 及 
过 和 氧化 物 同 工 酶 酶 谱 的 比较 。 浓 缩 胶 的 浓度 为 3%， 分 离 胶 的 浓度 为 7.5%， 电 泳 在 冰箱 中 4C 以 下 进 
行 。 脂 酶 同 工 酶 用 醋酸 蔡 酯 、RR- 牢 固 蓝 染色 。 过 氧化 物 同 工 酶 用 联 苯胺 、 维 生 素 C 及 过 氧化 氢 染 
色 。 


结果 和 讨论 

1. 适 合 食用 菌 原生 质 体 电 融 合 的 电 参 数 

根据 Zimmermann 的 电 融 合 原理 ， 首 先 加 以 不 均匀 的 交 变 电场 使 原生 质 体 极 化 ， 
发 生 电 介质 电泳 移动 而 形成 串珠 ， 再 加 方 波 脉冲 电 激 使 细胞 膜 发 生 可 逆 性 的 击 穿 或 破裂 
而 发 生 融 合 。 为 了 确定 各 种 电 参 数 ， 在 显微镜 下 观察 当 各 种 电 参数 变化 时 ， 原 生 质 体 电 
介质 电泳 、 珠 串 及 融合 的 变化 情况 。 未 加 电场 时 悬浮 在 电极 间 的 原生 质 体 呈 散 乱 的 随机 
分 布 状态 (图 1: 1)， 加 上 0.5MHz 的 正弦 波 电场 后 ， 随 正弦 波峰 值 电压 增加 原生 质 体 
移动 ， 在 200PV / cm 以 下 未 见 原生 质 体 移 动 ， 当 电压 达到 300PV / cm 后 原生 质 体 发 
生 明 显 的 电介质 电泳 的 移动 ， 随 着 电压 增加 移动 速度 加 快 原生 质 体 靠近 而 发 生 串 珠 ， 电 
压 为 400PV/ cm 时 2 一 5 分 钟 即 形成 较 长 的 串珠 (图 1: 2)， 当 电压 增加 到 
500PV /cm 以 上 有 部 分 原生 质 体 回旋 流动 不 停 ， 少 数 原生 质 体 变形 。 诱 导 原 生 质 体 发 
生 珠 串 的 正弦 波 电场 以 0.5MHz，400 一 500PV / cm 较 合 适 。 方 形 电 脉冲 波 宽 $0us， 峰 
值 电压 小 于 4000PV / cm 时 电 激 后 观察 到 的 融合 子 较 少 。 在 5000 一 6000PV / cm 电 激 
时 ， 当 加 1 一 2 个 脉冲 后 即 可 观察 到 原生 质 体 的 融合 (图 1: 3)， 加 5 个 脉冲 后 观察 到 
由 多 个 原生 质 体 融合 成 的 大 融合 子 (图 1: 4)， 而 大 于 6000PV / cm 的 方形 脉冲 电 激 时 
观察 到 多 数 已 串珠 的 原生 质 体 弹跳 散 开 不 发 生 融合 。 所 以 较 适 合 的 电 激 融合 的 方形 脉冲 
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的 峰值 电压 为 5000 一 6000PV / cm。 以 下 的 实验 用 0.5MHz，500PYV /cm 的 正弦 波 使 原 
生 质 体 串 珠 ， 用 50us，6000PV /cm 的 方形 脉冲 电 激 串 珠 的 原生 质 体 融合 ， 均 得 到 较 
好 的 实际 结果 。 





1， 1. 未 加 电场 的 原生 质 体 ( x 520); 2. 加 正弦 波 电场 后 电介质 电泳 聚集 的 原生 质 体 的 串珠 (x 260); 3. 加 
1 一 2 个 方形 单 脉冲 后 形成 的 融合 子 (小 所 示 ，x 200); 4. 加 5 个 方形 单 脉 冲 后 形成 的 大 融合 子 (所 示 ，x 
200);， 5. 融 合 菌 丝 的 锁 状 联合 〈+ 所 示 ，x 520); 6. 融 合 菌株 和 亲本 的 持 抗 (3，57 b,579 cCg dCD f 融 
合 菌株 ); 7.5C 融合 菌株 和 亲本 菌 丝 的 过 氧化 物 同 工 酶 酶 谱 (从 左 到 右 : 1，57 2,579 ”3 一 8， 融 合 菌 株 9， 
CD 10,Cg); 8.5C 融合 菌株 和 亲本 菌 丝 的 酯 酶 同 工 酶 酶 谱 (样品 编号 同 7) 。 

Fig.l 1. Protoplasts before applying electric field (X520); 2. Pearl chains of protoplasts collected by 
dielectrophoresis with a sine wave electric field (X260); 3. Fusants formed after applying 1 一 2 Single square pulses 
(Shown by } , X200); 4. Large fusants formed after applying 5 single square pulses (shown by + , X200); 5. Clamp 
connection of fusant hyphae (shown by , X520); 6. Antagonistic action of fusant strain and parents (a, 57 b, 
579 c Cg d,CD f, fusant); 7. Electrophoretogram of peroxidase isoenzyme of fusant SC and parent mycelia 
(from left to right: 1,57 2,579 3 一 8, fusants 9,CD 10,Cg); 8.Electrophoretogram of esterase isoenzyme of fusant SC 


and parent mycelia (Sample No. same as 7). 


2. 电 融 合 产生 较 多 的 融合 菌株 

用 上 述 较 合适 的 电 参 数 进行 了 香菇 单 核 菌 株 579 与 美味 侧耳 单 核 菌株 CD、 香菇 单 
核 菌株 579 与 平 菇 单 核 菌 株 PD 两 个 组 合 的 电 融 合 试验 。 电 融合 处 理 后 培养 成 菌落 ， 分 
离 单个 菌落 培养 成 菌株 。 用 显微镜 检查 了 579 与 CD 融合 (SC) 的 104 个 菌株 的 菌 
丝 ， 其 中 有 64 株 的 菌 丝 具 有 和 锁 状 联合 ， 融 合 菌 株 产生 的 频率 为 61.53%。 随 机 抽样 检 
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查 了 579 与 PD 融合 (5P) 的 89 个 菌株 的 菌 丝 ，29 株 菌 丝 有 锁 状 联合 ， 融 合 菌株 产生 
的 频率 为 32.58%。 了 融合 菌株 产生 的 频率 不 等 于 原生 质 体 的 融合 率 ， 参 与 组 成 一 个 融合 
子 的 原生 质 体 数 不 可 能 相等 ， 融 合子 不 是 都 能 长 成 菌株 ， 能 长 成 菌株 的 只 能 是 融合 子 的 
一 部 分 。 但 是 融合 菌株 产生 频率 仍 能 反应 出 融合 效率 的 高 低 。 电 融合 能 有 这 样 高 的 融合 
效率 是 远 远 优 越 于 其 它 融 合 方法 的 。 

电 融 合法 只 需 把 制备 好 的 两 个 种 的 原生 质 体 混 匀 后 加 在 电 融 合 小 室内 的 两 个 电极 
间 ， 施 加 合适 的 正弦 波 电场 3 一 5 分 钟 使 其 串珠 ， 再 用 方形 单 脉冲 电 激 3 一 5 次 即 完成 融 
合 过 程 。 与 PEG 融合 法 相 比 较 ， 原 生 质 体 未 接触 到 PEG 等 化 学 试剂 ， 避 免 了 原生 质 
体 受 药物 毒害 以 及 多 次 洗涤 除去 PEG 等 烦琐 操作 对 原生 质 体 的 损伤 ， 同 时 缩短 了 融合 
处 理 的 时 间 ， 这 些 都 表明 电 融 合法 优越 于 其 它 化 学 试剂 诱导 融合 的 方法 ， 

3. 融合 菌株 的 分 析 

(1) 融合 菌株 的 双核 菌 丝 具有 锁 状 联合 ”利用 单 核 菌 株 的 原生 质 体 进行 融合 ， 选 择 
菌 丝 具有 锁 状 联合 的 双核 菌株 ， 选 择 过 程 本 身 就 是 一 次 初步 鉴定 。 只 有 融合 了 的 融合 子 
产生 的 菌株 才 可 能 是 双核 菌株 ， 只 有 双核 菌 丝 才 能 形成 锁 状 联合 (图 1: 5)。 菌 丝 具 有 
锁 状 联合 的 菌株 即 是 融合 菌株 。 

(2) 融合 菌株 与 亲本 菌株 有 持 抗 作用 ”不同 菌 种 的 菌 丝 生长 相遇 时 表现 出 持 抗 反 
应 。 融 合 菌株 的 基因 发 生 了 重组 具有 了 新 的 遗传 特性 ， 应 该 对 亲本 菌株 表现 出 持 抗 作 
用 。 测定 了 30 株 SC 融合 菌株 及 13 株 SP 融合 菌株 与 亲本 的 后 抗 反应 。 各 融合 菌株 均 
对 亲本 有 不 同 的 持 抗 反应 ， 各 融合 菌株 都 至 少 对 一 个 亲本 有 明显 的 持 抗 反应 ， 对 其 它 亲 
本 有 不 同 程度 的 反应 ， 也 有 的 对 两 个 亲本 有 强烈 的 持 抗 反应 。 图 1: 6 显示 了 5C,。(f) 
融合 菌株 对 4 个 亲本 不 同 的 持 抗 反应 ， 它 对 双核 菌 丝 的 亲本 57 (a) 及 Cg (C) 的 持 抗 
反应 较 强 ， 形 成 了 明显 的 持 抗 线 ， 而 对 单 核 亲 本 579 (b) 及 CD (d) 的 持 抗 反应 不 明 
显 。 融 合 菌株 与 亲本 有 不 同 的 持 抗 反应 说 明 融 合 菌株 有 了 不 同 程度 的 变异 。 

(3) 融合 菌株 同 工 酶 谱 不 同 于 亲本 的 同 工 酶 谱 根据 遗传 学 的 中 心 法 则 ， 酶 蛋白 是 
基因 表达 的 最 初 产物 ， 融 合 菌株 如 果 发 生 了 基因 重组 就 应 该 在 基因 表达 的 第 一 产物 同 工 
酶 上 有 所 表现 。 测 定 了 18 个 香菇 和 美味 侧耳 的 融合 菌株 (5C) 及 13 个 香菇 和 平 菇 的 
融合 菌株 (5P) 在 同样 培养 条 件 下 菌 丝 的 酯 酶 和 过 氧化 物 同 工 酶 的 酶 谱 与 亲本 作 了 比 
较 。 所 测定 的 融合 菌株 同 工 酶 的 酶 带 数 和 各 条 带 的 迁移 率 都 没有 与 亲本 完全 相同 的 酶 
谱 ， 也 没有 表现 亲本 酶 带 简单 加 和 的 酶 谱 。 同 工 酶 谱 发 生 了 不 同 的 变化 表明 融合 菌株 的 
基因 发 生 了 不 同 的 重组 。 而 各 融合 菌株 的 同 工 酶 谱 又 各 不 相同 。5C 融合 菌株 的 过 氧化 
物 同 工 酶 谱 (图 1: 7 (3 一 8) 至 少 可 以 分 成 5 类 。5C 菌株 的 酯 酶 同 工 酶 谱 (图 1: 8) 
也 表现 类 似 的 情况 。5P 的 13 株 融合 菌株 的 不 同 的 同 工 酶 谱 至 少 也 可 以 分 成 3 类 ,这 只 
是 大 体 上 的 情况 ， 每 类 同 工 酶 谱 中 各 菌株 的 酶 谱 还 存在 着 差异 。 融合 菌株 酶 谱 变 化 的 多 
样 性 表明 融合 菌株 间 基 因 重组 的 多 样 性 。 可 能 提供 较 多 的 遗传 变异 。 

单 核 菌 丝 原生 质 体 电 融 合 挑选 锁 状 联合 获得 的 融合 菌株 表现 出 与 亲本 有 不 同 程度 的 
持 抗 作用 ， 有 与 亲本 不 同 的 酯 酶 和 过 氧化 物 同 工 酶 酶 谱 说 明 是 来 自 异 核 的 融合 子 ， 是 融 
合 菌株 。 各 融合 菌株 间 持 抗 作 用 的 不 同 及 同 工 酶 谱 的 多 样 性 表明 各 融合 菌株 具有 遗传 变 
异 的 多 样 性 为 选择 优良 的 融合 菌株 提供 了 可 能 ， 
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所 选 出 的 融合 菌株 结 菇 情况 及 子 实体 形态 特征 等 ， 有 待 栽培 试验 中 进行 观察 研究 。 
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